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本 文 报告 了 从 丁 氏 双 端 电 嫩 电器 官 中 分 离 纯 化 膜 结合 烟 碱 样 乙酰 胆 碱 受 体 的 简便 方 
法 。 比 活性 达 1750nmola -毒素 结合 点 / 克 蛋 白质 , 无 乙酸 胆 碱 酯 醉 活性 ， 可 避免 它 的 干 
扰 。 电 和 镜 检 查 发 现 受 体 的 膜 结 合 物 成 微 春 状 ， 直 径 约 0.1 一 0.3ua - 毒 Ne REX 
FARIKIECMOLIMOUE RUN RLEHUM ERE HERE. ETEEN ENN, 


x"Wm mustz ue ButHESX ZREWER AN 


RU PSRPCUNMANX ARRIUS aden TARNEN 
态 。 从 电 鲍 电器 官 中 分 离 纯 化 烟 碱 样 胆 碱 能 受 体 《N-AChR)》 膜 片 都 要 经 过 多 次 ， 长 
时 间 离 心 ， 过 程 完 长 《Sobel et af. 1977, Schiebler ef af .1978)。 本 文 报告 一 种 从 丁 氏 
ee ee ee 超速 离 
GENSIG RAUECRENENANA: 


材料 和 方法 


TAREE CNorcine timles)pe PRE BM, -20 CÓ dp, Wat (Naja naja 
atra) a-h ak (Cobrotoxin) 的 分 离 见 参考 文献 《 徐 洗脑 ，1984) ，a - RH 
He STRICT, MTR c- 毒素 重量 之 比 大 约 为 5， 标 记 物 的 放射 比 活 
社 为 100 一 120Cijmmol。 乙 酰 胆 碱 醋 酶 (AChE) 的 测定 用 微量 羟 胺 比 色 法 ， 蛋 白质 的 
i i CERTE, 1984) 。 S ELT ERI RE E P UR 氛 (PMSF) 
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WAMerckAA, MODE HB) JERAR, ACE 纯 品 由 邢 志 勇 握 供 ， 其 他 
化 学 试剂 均 为 试剂 规格 。 

N-AChRRASIXEEEAHNE Hb RES (1036). MAAKE, AU 4 信 含 0.1mM PMSF 的 
Pk, BURR. Hiis DSL C2 万 转 / 分， 每 次 15 秒 ， 共 3 XO WREIK. Soniprep 
APER GAR L”, RIED 处 理 3 次 ， 纱 布 过 滤 后 5000rpm{(2300xg) 离心 12 分 钟 ， 
RLR, KERERE EE CRE RH1.0M 10ml, 1.3M 5ml) , HITACHI 
80p 一 7 离心 机 (90, 000xg) 离 心 2 小 时 ， 得 两 个 带 以 及 沉淀 ， 第 一 个 带 在 1.0M RHR 
面 上 ， 含 有 大 量 的 AChE， 第 二 个 带 在 1.0 与 1.3M 不 糖 的 界面 上 ， 收 集 第 二 带 ， 用 电 鱼 
生理 溶液 (250mM NaCl, 5mM KCl,4mM CaCl,，2mM MgCl,, 5mMBEREZRE Ph S 
pH7.0) 稀释 到 20ml, Jg & 81x 10 MRAR (DFP) 1x 107*M, 4 OfR IE 2 小 时 ， 
25,000xgBj45504t bh, Ux ARIES EE DE. BURRS (60.0226 NaN, 
的 电 负 生理 滤波 中 ,> 其 蛋白 质 含量 约 0.5mgy/ml。 整 个 制备 过 程 保持 在 4 CUE. 

受 体 的 定量 测定 同 参考 文献 〈 陈 世 馈 ，1984) 。 药 物 对 受 体 一 配 体 结合 的 影响 是 
在 电 鱼 生理 深 液 中 进行 ， 不 间 浓 度 的 药物 与 nM N-AChR, 25°00 fE 202r Pi, 加 2 一 3 
nMfls 门 -a - 素 毒 ， 再 温 育 30 分 钟 ， 用 过 普 法 测定 受 体 一 一 放射 性 配 体 结合 物 B. Ril 
发 现 药 物 的 半数 抑制 浓度 《Icso》 与 药物 抗 胆 套 能 的 生理 作用 (ED,。6》 有 和 较 好 的 相关 
(相关 系数 二 0,89》。 | 

RAMRERREK ， 盘 状 电泳 法 ， 浓 缩 胶 及 分 离 胶 分 别 为 3.5% 及 5 26 VS 2 BR 
JR. HA 1.596 Triton X-100 处 理 2 小 时 ，25, 000xg Bob, REAR. RE 
定 为 3mA/ 管 ，12,5% 三 氛 乙 酸 固 定 ，0.025 色 考 马 斯 亮 兰 染 色 ， 7UBRRER, TH 
长 550nm 扫 描 。AChE 话 性 染色 ， 用 含有 乙酰 硫 代 诅 碱 矿 化 物 ， 硫 酸 铜 ， 高 铁 握 化 饰 的 
Ha, 37°ORRM30—604) $1, ACHE RE CREATE ROK AR, 5: 成 的 硫 胆 碱 使 高 铁 握 化 
Po RRM, BHCu eae RRA BPE ICI GER. 
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N_ChR 膜 微 赛 的 分 离 纯化 ， 图 1 示 电 器 官 匀 浆 经 你 速 离心 的 上 清流 不 连续 OE e 
度 榜 度 《0 ,8, 1.0，1.2， 和 1,4M 和 名 5ml》90, 000xg 离 心 两 小 时 的 结果 。 


Fig, 1 Sucrose density gradient 
Separation of Torpedo clec- 
troplax membraues,(!:5]]- a - 
toxin and receptor rich 
membrane vesicles mixture 
with 1x1073M 
carbamoylcholine (@-—-@) 
and withuot carbamoylcho 


line (Q-—-Q). | 
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用 微量 [' :5 门 - a -毒素 示 踪 发 现 ， 受 体 大 部 分 集中 在 1,0M 与 1,2M RRA A5. 
我 们 经 过 比较 ， 选 用 1,.0M 和 1.3M 欧 糖 构成 密度 梯度 。 从 表 1 可 以 看 出 ， 受 体 比 活性 达 
1750nmola -毒素 结合 点 / 殉 和 蛋白质， 大约 纯化 了 30 倍 ， 得 率 17%。 所 制备 的 膜 微 讲 禅 品 
经 微量 凑 腕 比 色 法 及 [HI] 一 校 曼 测定 ， 未 测 出 有 活性 的 AChE。 


Table 1 Purification of the AChR-rich membrane vesicles 





Proteim (mg) ACHR (nmol) (nmol/p ^ AChE(nmol) (nmol/g) 





Homogenate 260.60 15.74 60.40 0.882 3,38 
Low-speed supernatant 176.10 11,58 66.59 0.345 1.97 
Band J 2.60 4.56 1753.85 0.047 18.08 
membrane vesicles 1.55 2.71 1748.39 0.0 0.0 





电子 显微镜 观察 到 大 小 比较 均匀 的 膜 微 赛 ， 直 径 约 0.1 一 0.3h (图 2 . FERRE 
度 小 于 1.0M 的 部 分 ， 微 襄 大 小 不 均 ， 在 淀 沉 部 分 可 见 残 注 杂 质 其 多 , PRADA, 


KF0. 3p HRS. 





Fig. 2 Electron microscopy of receplor-rich membrane 


vesicles, (170000). 
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Fig. 3 Polyacrylamide electrophoresis 
of receptor-rich membrane 
vesicles after solubilization 
with 1,596 Triton X~100 
(-—) and purificd AChE 
(-----) The stained gel was 
scanned at 550 nm, 





1 、2 为 AChE， 但 AChE 的 主要 带 已 不 见 。 用 [12s]]-o- 毒 素 加 入 样品 中 ， 同 样 条 件 下 
电泳 ”证明 3 、4 为 N-AChR。 (图 4) 
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Fig. 4 Polyacrylamide gel electrophoresis of membrane- 
bound N-AChR after solubilization with Triton 
and incubation with [!*51]- a -toxin, Il shows 
two major bands of N-AChR complex. The 


arrow indicates free (!?*T]- « -toxin, 
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受 体 膜 微 赛 经 1.0% Triton X-100 溶解 后 ， 加 入 C D-a- 毒素 ， 过 Sephadex 
G 一 75 层 析 柱 .5xi13em) , RAMAR, Boek, DUL5] 52: ESECS ILE SEE 
—['**D-o-diX p A foi, RRRA RRDA ERE. RRC -e-PK 
结合 是 可 愧 和 的 《图 5) ， 由 Hill fe 图 法 测 得 K’ p=2.597nM, Hill X 4X =1.307. 
《图 6) 。 
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Fig, 5 Binding of 【425 门 -Ga-toxin Fig. 6 Hilt plot of binding of (!??T] 


to the membrane-bound -g-loxin to the membrane- 


receptor at 25°C, bound receptor, 


SAIC? 51)-c-BRHASRARREN, TREAT. d—f Ride SUP BOIS 
Pit, IC,,2:91399.3x 10 *M, 2.0x 10 "M R1.0x 10 "M, 

N-AChR 的 保存 方法 及 时 间 说 法 不 一 ， 我 们 的 样品 在 含有 0.02% NaN RE, 47C 
保存 二 周 ， 受 体 的 蛇 韦 结合 点 仍 有 90% 左右 ， 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 结果 无 明显 变化 。 
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N-AChR、AChE 及 ATP 酶 是 电 鳃 电器 官 的 主要 蛋白 成 分 。ATP 酶 的 分 子 量 比 前 二 
老大 得 多 ， 受 体 和 AChE 并 不 镶嵌 在 一 起 (Reed, 1975) ， 因 此 可 以 把 受 体 分 离 出 来 。 
受 体 膜 片 的 纯化 ， 虽 然 所 用 的 蔗糖 密度 梯度 、 离 心力 和 离心 时 间 各 不 相同 〈 吴 秀 药 等 ， 
1983) ， 但 一 般 认 为 离心 力 为 80,000 一 100,000xg 时 ， 受 体 所 在 的 蔗 SH He BE 为 1.1 一 
13M, AEP T e884 ABER AN-ACHRAY BORE, 81.0 和 1.3M 芒 糖 构成 的 密度 
BABES AE, 1.0811. 2M SE ERE Hen tt, BAREN, RR LAY N-ACHRED 
烯 栈 胺 凝 胶 电泳 显示 受 体 有 两 个 带 。 我 们 用 亲 和 层 析 法 纯化 的 丁 氏 电 鳞 N-AChR 蛋白 
CARRS) ， 经 聚 两 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 也 发 现 有 不 同 的 两 个 将 ， 它 们 均 可 结 A a- 毒 
素 ， 加 营 基 乙醇 处 理 后 只 见 分 子 量 小 的 一 个 带 ， 它 们 可 能 是 二 种 不 同 的 聚合 体 。 (Po- 


pot, 1984) , gd 
Bub EL— WHEELS, ACHE HAA RMA, Plu. 《抑制 50% Z P ER R 
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P DEG Br a PR BERN HONO. 259.2, BP AR PRE Me EEE VE 化 ”， 还 能 
i) il — SIRE RETE OK CE, 1981) 有 保护 受 体 的 作用 。 需 要 讨论 的 是 经 低 浓 
度 控 曼 或 DFF 处 理 的 哎 微 琳 ， 受 体 结合 配 体 的 性 质 是 否 发 生 改 变 。 我 们 比较 了 梭 曼 处 理 
前 后 烟 碱 .d- 简 笠 毒 碱 . 氨 甲 酰 胆 碱 和 校 曼 对 受 体 与 CI-a- 毒 素 结 合 的 抑制 作用 ,ICeu 
无 明显 不 同 ，《〈 烟 碱 8x10M，d- 简 筋 毒 碱 2x10“v， 氛 甲 酰 胆 碱 1x105M)。 

Be 1x 103M， 不 影响 [~-a-toxin 和 CHJ-ACh 5 N-AChR 的 结合 (#2), 

CHI—® SA ARE AFN-AChHR, E, A. Barnard(1971) 83 7 DFP 与 胆 碱 能 受 
ARTE, RULDFP AM Mo-RHRHBERS SAMBA, 而 -a 神经 毒素 也 不 阻 灌 
标记 的 DFP 与 终 板 AChE 的 结合 。 在 我 们 研究 工作 中 也 观察 到 a- 神 经 毒 案 《 中 华 眼 镜 蛇 
Naja naja atro) 与 电 钱 电 器 官 阻 碱 能 受 体 的 结合 不 受 DFP (1 x 107 M) BEER GRE 2 )。 


Table, 2 The effect of soman and its analogues on binding of 
radioactive ligands to N-AChR, (inhibi tion %) 








Receptor Ligand drng(mm) 1 0.1 0.01 
membranebound receptor = C!*5[]-Cobroloxin soman 949 243 0 
Sarin 0 b 0 
DFP 一 0 一 
nicotine 93: 6* T6: 9* 53 t 16" 
Purified receptor protein soman 141 0 0 
d-tubocurarine 100° 98 ii* 95 X 1* 
Membrane-bound receptor C3HI-ACh soman 4 9 0 
| Cobrotoxtn 一 97,4 — 
# P«0.05 


SLSR C. FAI Fhe RR ET 025 EH AEN -ACRR EHE FI. SHENMA THEA 
UB URRARMAMEMNA “离子 流 等 ， 得 到 有 价值 的 结果 (ARR . 
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ISOLATION FROM NARCINE TIMLEI ELECTROPLAX 
. OF ACETYLCHOLINE RECEPTOR-RICH MEMBRANE 
VESICLES 


Chen Shiming Chi mugen Yang Yi Xu Xiaoshan 


(nstitute of Pharmacology and Toxicology, Academy of Military Medical Sciences Beijing) 


A simplified method for isolation of acetylcholine receptor rich-membrane 
vesicles from the electric organ of Narcine timlei is described, The Preparation of 
isolated vesicles had a specific activity of about 2000 nmol a-—toxin binding 
sites/g protein and no acetylcholinesterase activity was detected which 
was completely inhibited by soman or DFP, Observations by electron micros- 
copy show vesicle structure with a diameter of 0.1—0.3p4, Results obtained 
from the binding studies of (!*5T]-a -toxin and polyacrylamide gel electropho- 
resis of receptor preparations indicate the properties of nicotinic cholinergic 
receptor, 

Key words: Nicotinic acetylcholine receptor — Cobrotoxin Acetylcholin- 


esterase Torpedo 
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